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(54) Title: USE OF PHYLLANTHUS FOR TREATING CHRONICALLY INFLAMMATORY AND FIBROTIC PROCESSES 

(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON PHYLLANTHUS ZUR BEHANDLUNG VON CHRONISCH ENTZtJNDLICHEN UND 
FIBROTISCHEN PROZESSEN 



(57) Abstract 

The invention relates to the use of Phyllanthus for preventing or treating the propagation 
of connective tissue. The aim of the invention is to maintain the level of reduced glutathione, to 
inhibit the lipopolysaccharide (LPS)-induced nitrogen monoxide synthesis (NOS) and to inhibit 
the expression of the cyclooxygenase (COX-2) protein. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Phyllanthus zur Prevention oder 
Behandlung von Bindegewebsvermehrungen, zur Erhaltung des Spiegels an reduziertem GIu- 
tathion, zur Inhibierung der Lipopolysaccharid (LPS)-induzierten Stickstoffmonoxid-Syntetase 
(NOS) sowie zur Inhibierung der Expression des Cyclooxygenase (COX-2) Proteins. 
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Verwendung von Phyllanthus zur Behandlung von chroniscb entziindlichen 
5 und flbrotiscben Prozessen 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Phyllanthus zur Preventi- 
on oder Behandlung von Bindegewebsvermehrungen, zur Erhaltung des Spiegels 
an reduziertem Glutathion, zur Inhibierung der Lipopolysaccharid (LPS)- 
10 induzierten Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) sowie zur Inhibierung der Expres- 
sion des Cyclooxygenase (COX-2) Proteins. 

Phyllanthus umfaBt eine weitverbreitete Gruppe von Pflanzen, die in Zentral- und 
Sudindien, Taiwan, sowie Bereichen Zentral- und Mittelarnerikas beheimatet ist. 

15 Unter dem Begriff Phyllanthus im Sinne dieser Erfindung sind dabei alle Vertreter 
der botanischen Familie Phyllanthus zu verstehen, wie Phyllanthus niruri oder 
insbesondere Phyllanthus amarus etc. Aus der Volksmedizin Indiens ist es be- 
kannt, eine Vielzahl von Krankheiten mit Phyllanthus zu behandeln. So zahlt bei- 
spielsweise in Band I M Doktor K.M. Nadkarnfs Indian Materia Medica (3 rd editi- 

20 on; revised and enlarged by A.K. Nadkarni)" der Autor auf, daB die Pflanze als 
de-obstruent, diuretisch, adstringent und kiihlend bekannt ist. Ebenso werden Zu- 
sammensetzungen mit Phyllanthus zur Behandlung von Dcterus, Wassersucht, 
Tripper, Menorrhagie und anderen den Urogenitaltrakt betreffenden Beeintrachti- 
gungen ahnlicher Art beschrieben. Bekannt sind weiter die Verwendung des Saf- 

25 tes des Stengels gemischt mit Ol als Ophthalmica oder Anwendungen gegen Ge- 
schwtire, zur Behandlung von Wunden und Schwellungen etc., wie auch die Ver- 
wendung der Blatter zur Behandlung von Juckreiz oder anderen Hautbeeintrachti- 
gungen. 

30 Weiter ist eine Vielzahl von Wirksubstanzen bekannt, die aus Phyllanthus isoliert 
werden konnen, Phyllanthin, Hypophyllanthin, Triacontanol, Triacontanal, Re- 
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pandusinsaure A (s. beispielsweise JP 03206044 A; AIDS-Res-Hum-Retroviruses 
(11/1992), Bd. 8 (1 1), Phyllantostatin-1, Phyllantosid, Phyllantocin, Phyllantocin- 
saure (s. beispielsweise EP- 173 4480; US 4,388,457), Phyllamycin A, B und C, 
Retrojusticidin B, Justicidin A und B (s. beispielsweise AIDS-Weekly, 25.9.95, 
5 ADDS Therapies Extracts), Linolsaure, Linolensaure und Ricinoleinsaure (s, bei- 
spielsweise Joumal-of-the- American-Oil-Chemists-Society Ausg. 81.06.00, Rico- 
noleic acid in Phyllanthus niruri), Phyllamyricin D, E und F, Phyllamyricosid A, 
B und C (s. beispielsweise J-Nat-Prod. (11/1996), Bd. 59 (11), Six lignans from 
Phyllanthus niruri), Putranjivain A (s. beispielsweise Chem-Pharm-Bull (Tokyo), 
10 (04/1995), Bd. 43 (4), Inhibitory effects), Ursulinsaure und Nirorisid (s. bei- 
spielsweise J-Nat-Prod 02/96, Bd. 59 (2), Niruriside; Reel. Trav. Chim. (06/1996). 

An therapeutischen Wirkungen und Anwendungen sind bisher bekannt eine al- 
tersverzogernde Wirkung (s. beispielsweise JP 08176004), Vorbeugung und The- 

15 rapie von Immunschwachen wie AIDS oder Krankheiten wie Influenza, Erkaltun- 
gen, TBC, Hepatitis, Zirrhosen (s. beispielsweise US 5,529,778; AIDS-Weekly- 
Plus v. 05.08.96, Antiviral (Drug Development); Inhibition of HIV), antineopla- 
stische Wirkung (s. beispielsweise US 4,388,457), Therapie von HIV-, HBV- 
und/oder HCV-Infektionen, insbesondere topische Behandlung des Karposi Sar- 

20 koms (s, beispielsweise EP 1734480; US 5,466,455), Wirkung als Proteaseinhi- 
bitor, Elastaseinhibitor und als Bleichmittel (s. beispielsweise JP 09087136), an- 
algetische und entzundungshemmende Wirkung, Wirkung als Tyrosinase- 
Inhibitor (s. beispielsweise JP 08012566) und eine Verwendung als Desinfekti- 
onsmittel in Kombihation mit Extrakten aus anderen Pflanzen. Im tibrigen sind 

25 auch Verwendungen in kosmetischen Zubereitungen bekannt. An dieser Vielzahl 
von verschiedenen Anwendungsgebieten und isolierten Wirkstoffen ist zu erken- 
nen, daB Phyllanthus eine durchaus bekannte Gattung von Heilpflanzen ist, die filr 
eine Vielzahl von Indikationen und Beschwerden eingesetzt wird. 

30 Ein pathologisches Phanomen, das fur eine Vielzahl von anderen Beschwerden 
verantwortlich zu sein scheint, ist der sogenannte oxidative StreB. Darunter ver- 
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steht man die Belastung der lebenden Zelle durch Anreicherung giftiger oxidierter 
Verbindungen, so wie Lipidhydroperoxide, Wasserstoffperoxid, singularen Sauer- 
stoff und Hydroxyl-Hyperoxid-Anionen. Dabei kann der StreB durch lokal produ- 
zierte oder von auBen zugefuhrte Radikale, insbesondere sog. Reaktive Sauer- 
stoff-Species (ROS) oder Peroxonitrit-Radikale etc. hervorgerufen werden. Der 
oxidative StreB kann z.B. auch durch Strahlungseinwirkung, Xenobiotika, 
Schwennetallionen oder Ischamie-Reperfusion (zeitweise Unterbrechung der 
Blutzufuhr eines Organs) induziert werden. In letzterem Falle werden durch die 
Xanthinoxidase, einer zu den Flavoproteinen gehorenden Oxidase von ca. 300 kD, 
die den Abbau der Purine katalysiert, im reichen MaBe Hyperoxid-Anionen gebil- 
det, da ihr natiirlicher Elektronenakzeptor Sauerstoff ist. Unter physiologischen 
Bedingungen werden diese Hyperoxid-Anionen durch Superoxid-Dismutase de- 
aktiviert, bei einer Reperfusion allerdings entstehen dabei nachgewiesenermaBen 
groBe Mengen an Sauerstoffradikalen. 

Oxidativer StreB spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer Reihe akuter 
und insbesondere chronischer Erkrankungen, z.B. Entziindungen verschiedener 
Art, Mikroangiopathien, Fibrose, rheumatoide Arthritis und andere rheumatische 
Erkrankungen, Arteriosklerose (LDL-Oxidation), Tumorentstehung und -progres- 
sion, moglicherweise der Alzheimerschen Krankheit, aber auch arzneimittelindu- 
zierte akute Schaden, wie die Paracetamol-Schadigung der Leber. 

Dabei spielt die Leber als zentrales dynamisches Organ des KQrpers eine wichtige 
Rolle in einer groBen Zahl der genannten physiologischen und mikrophysiologi- 
schen Prozesse, wobei die Stoffwechselaktivitaten der Leber (IntermediarstofF- 
wechsel) von entscheidender Bedeutung einerseits fur die Versorgung weiterer 
Organe, andererseits aber auch fur die chemische Umsetzung (Verstoffwechse- 
lung) von pharmazeutisch aktiven Substanzen sind (s. Pschyrembel, Klinisches 
Worterbuch, de Gruyter Verlag, 1986, S. 935 - 937). Das bereits beschriebene 
Phanomen des oxidativen StreB wird ebenfalls groBtenteils vom Korper in der 
Leber bekampft. Hier befindet sich ein Reservoir unterschiedlicher reduzierter 
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Verbindungen von Antioxidantien, z.B. L-Ascorbinsaure, Karotinoide, Dihydro- 
liponsaure, Harnsaure, Glutathion oder a-Tocopherol, welche mit Hilfe verschie- 
dener Enzymaktivitaten (z.B. Superoxid-Dismutase, Peroxidasen wie Glutathion- 
peroxidase, Katalase etc.) das Auftreten reaktiver Radikale verhindern. 

5 

Dabei wirkt sich oxidativer StreB besonders nachteilig auf eine Vielzahl von 
Funktionen des Lebergewebes aus. Das Lebergewebe reagiert darauf haufig mit 
Bindegewebsvermehrungen, welche die weitere Progression einer nachhaltigen 
Leberschadigung, wie beispielsweise die Entwicklung eines Lebertumors begun- 
10 stigt. Dabei sind bei der Pathogenese der hepatotoxischen Wirkung vor allem 
Gallensauren beteiligt. 

Bei all den oben genannten Erkrankungen kommt der Balance zwischen oxidati- 
vem StreB und den Abwehrsystemen der Zellen und Organe entscheidende Be- 
15 deutung zu. Es ist daher von entscheidender prophylaktischer wie therapeutischer 
Bedeutung, einerseits die gesunde Leber vor oxidativem StreB zu schiitzen, ande- 
rerseits eine erkrankte Leber zu starken, so daB sie bereits bestehenden oxidativen 
StreB nachhaltig iiberwinden kann. 

20 Verbindungen mit leberschutzender Wirksamkeit haben z.T. erhebliche Nachteile, 
weil sie bei einer bereits erkrankten Leber aufgrund einer zu hohen Toxizitat nicht 
angewendet werden konnen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, leberaktive Sub- 
25 stanzen bereitzustellen, die sowohl eine prophylaktische als auch eine therapeuti- 
sche Wirkung aufweisen. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Venvendung von Phyllanthus 
zur Pravention oder Behandlung von Bindegewebsvermehrungen, insbesondere 
30 von fibrotischen Veranderungen z.B. der Leber, der Lunge, der Niere, des Pankre- 
as, des Darms, von endokrinen Organen, der Milz, des mannlichen oder weibli- 
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chen Urogenitaltraktes, der Gelenke z.B. als Folge chronisch entziindlicher Pro- 
zesse, wie z.B. der rheumatoiden Arthritis oder chronischer Kardiomyopathien, 
sowie von Zirrhosen, einem fortgeschrittenen Stadium von Fibrosen. 

5 Besonders bevorzugt ist die Verwendung gemaB der vorliegenden Erfmdung da- 
her bei Fibrosen und Zirrhosen, vorzugsweise Leberfibrose und Leberzirrhose. 
Dabei fiihren insbesondere chronische Entziindungszustande zu Gewebeschwund 
und ausgepragter Narbenbildung mit fortschreitendem Funktionsverlust der Orga- 
ne. Eine Hemmung oder Prevention der Bindegewebsvermehrung flihrt daher zu 
10 einer weniger ausgepragten Narbenbildung und einem Erhalt der Funktionsfahig- 
keit der Organe. 

Dabei geht die entsprechende Wirksamkeit von Phyllanthus bei der Verhinderung 
bzw. Verbesserung gerade der Leberfibrose vermutlich auf eine antioxidative 

15 Wirkung zurttck, wobei die Ursache von Leberfibrosen haufig in viralen Infektio- 
nen liegen. So besitzen beispielsweise alle bekannten Hepatitisviren (Hepatitis A, 
B, C, D, E und wahrscheinlich auch G) einen ausgesprochenen Tropismus ftir 
Leberzellen. Es ist davon auszugehen, daB selbst die derzeit in der Medizin ver- 
wendeten antiviralen Medikamente nicht zu einer Viruselimination sondern ledig- 

20 lich zur Unterdruckung der Virusvermehrung (Virussuppression) fiihren. Selbst 
beim Verschwinden des Virus im peripheren Blut (unterhalb der Nachweisgrenze) 
ist das Virus oftmals noch im Lebergewebe nachweisbar. Daher kann Phyllanthus 
hier durch seine prophylaktische als auch therapeutische Wirkung einen vorteil- 
haften EfFekt auf die Leberregeneration austiben. Dabei wird zur Verminderung 

25 von chronisch entzundlichen Prozessen beigetragen, wobei die sich entwickelnde 
Bindegewebsvermehrung in der Leber herabgesetzt wird. Bisher sind keine Medi- 
kamente bekannt, die bereits in einem so fruhen Schritt einer degenerativen Ent- 
wicklung eingreifen konnen. 

30 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfmdung ist die Verwendung von 
Phyllanthus zur Erhaltung des Spiegels an reduziertem Glutathion. Es konnte 
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uberraschenderweise eine starke Wirksamkeit von Phyllanthusextrakten in der 
Aufrechterhaltung des Spiegels an reduziertem Glutathion, welches vor allem in 
der Leber vorkommt, gezeigt werden. Im Rahmen dieser Versuche wurde festge- 
stellt, da!3 ein Extrakt von Phyllanthus in den Funktionszellen der Leber (Hepato- 
5 zyten), die eine durch t-Butyl-Hydroperoxid gesteigerte Lipidperoxidation auf- 
wiesen, nicht nur die weitere Lipidperoxidation unterdriickt, sondern sogar die 
endogene Lipidperoxidation fast vollstandig aufgehoben wird. In vergleichenden 
Versuchen mit unbehandelten Hepatozyten wurde eine klare Zunahme der reduk- 
tiven Kapazitat festgestellt, was auf eine verbesserte Aufrechterhaltung des intra- 
10 zellularen Spiegels an reduziertem Glutathion schlieBen laflt. 

In bevorzugten Ausflihrungsformen wird Phyllanthus verwendet, um die Expres- 
sion von Smooth-Muscle-alpha-Aktin (SMA) mRNA und SMA-Protein zu ver- 
ringern. In einer fibrotischen Leber, die eine erhohte Zellteilungsrate aufweist, 
15 kommt es zur Anreicherung (Akkumulation) von extrazellularer Matrix. Die er- 
hohten Mengen an extrazellularer Matrix werden als entscheidend fur die weitere 
Progression einer Leberfibrose, bis hin zur Leberzirrhose erachtet. Die Anreiche- 
rung von extrazellularer Matrix geht zurttck auf die Aktivierung von speziellen 
Leberzellen, den hepatische Sternzellen (HSC), die in aktivierter Form als akti- 

20 vierte HSC bezeichnet werden. Aktivierte HSC produzieren im Vergleich zu nicht 
aktivierten HSC groBere Mengen an Smooth-Muscle-alpha-Aktin (SMA) mRNA 
und Protein, weshalb sich die Aktivierung von HSC an der Expression von SMA 
messen laBt. AuBerdem laBt sich der Aktivierungszustand von HSC aus der Ex- 
pression und intrazellularen Verteilung des Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) 

25 ableiten. In Versuchsreihen konnte nun uberraschenderweise festgestellt werden, 
daB HSC nach Behandlung mit Phyllanthusextrakte zu deutlich geringeren Men- 
gen an extrahierbarer SMA-mRNA und SMA-Protein flihren. AuBerdem laBt sich 
mittels Immunfluoreszenz an Hand der Verteilung von SMA und GFAP nachwei- 
sen, daB Phyllanthusextrakte den normalen Phanotyp der HSC stabilisieren und 

30 die VergroBerung der Zellen im aktivierten Zustand verhindern. Ferner zeigten 
mit Phyllanthusextrakten behandelte HSC eine deutliche Inhibition des Zell- 
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wachstums, was die Wirksamkeit von Phyllanthusextrakten in diesen Experimen- 
ten unterstreicht. Damit besteht eine Mdglichkeit aktivierte HSC, wie sie in fibro- 
tischer Leber vorkommen, wieder in nicht aktivierte HSC zu uberfiihren, um da- 
mit eine Regression der Leberfibrose zu begunstigen. 

5 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung betreffen die Verwendung von 
Phyllanthus zur Inhibierung der Lipopolysaccharid (LPS)-induzierten Stickstoff- 
monoxid-Synthase (NOS), besonders bevorzugt die Inhibierung der induzierten 
Stickstoffinonoxid-Synthase (iNOS) sowie die Verwendung von Phyllanthus zur 
10 Inhibierung der Expression des Cyclooxygenase (COX-2) Proteins. 

LPS ist eine Sammelbezeichnung fur Konjugate, die aus Lipid- und Polysacchari- 
danteilen zusammengesetzt sind. Die in der aufleren Membran der Zellwande 
Gram-negativer Bakterien vorkommenden LPS sind prinzipiell aus drei Kompo- 
15 nenten aufgebaut, namlich Lipid A, dem Kem-Oligosaccharid und den O- 
spezifischen Seitenketten. Das Lipid A verankert das LPS in der bakteriellen 
Zellwand und ist ferner fiir die immunaktivierende Wirkung von bakteriellen 
Zellwandbestandteilen verantwortlich. 

20 Mit Hilfe von LPS kann in Leberzellen die Expression von iNOS und COX-2 
induziert werden, weshalb die stimulierten Zellen als Modellsysteme flir fibroti- 
sche Leberzellen verwendet werden konnen, in denen die Expression dieser bei- 
den Proteine ebenfalls erhoht ist. Sowohl iNOS als auch COX-2 ist als potenter 
Mediator von entzundlichen Prozessen, wie sie bei degenerativen Veranderungen 

25 der Leber auftreten, bekannt. In vergleichenden Experimenten konnte nun uberra- 
schenderweise gefiinden werden, daB Leberzellen, die mit LPS stimuliert und an- 
schlieBend mit Phyllanthusextrakten behandelt wurden, eine deutliche Reduktion 
der Expressionsraten des iNOS- und des COX-2 Proteins zeigten. 

30 Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung umfaflt die Verwendung in einer der 
oben genannten Weisen, wobei eine aus Phyllanthus isolierte Fraktion verwendet 



WO 00/66134 



PCT/EP00/03869 



wird. Unter einer isolierten Fraktion versteht man in diesem Sinne eine beispiels- 
weise durch chromatographische Mittel, Destination, Prazipitation, Extraktion, 
Filtration oder in sonstiger Weise aus Phyllanthus abgetrennte Untermenge von 
Phyllanthus-Substanzen. Darunter insbesondere zu verstehen sind Extrakte sowie 
5 deren durch Chromatographie, Destination, Prazipitation bzw. Extraktion abge- 
trennte Fraktionen. 

Eine weitere erfindungsgemaBe Verwendung umfaBt Verwendungen gemafi ei- 
nem der vorgenannten Beispiele, bei dem eine oder mehrere aus Phyllanthus iso- 

10 lierte chemische Substanzen, insbesondere Wirkstoffe, verwendet werden. Dar- 
unter sind insbesondere auch aus Phyllanthus-Extrakten oder sonstigen Ausziigen 
isolierte Einzelsubstanzen, sogenannte Naturstoffisolate, zu verstehen, wie sie 
beispielsweise auch aus dem Stand der Technik bekannt sind. Die Verwendung 
dieser isolierten Wirkstoffe birgt den Vorteil, daB im allgemeinen mit betrachtlich 

15 geringeren Substanzmengen gearbeitet werden muB und dabei oft spezifischere 
Wirkungen als mit Gesamtextrakten oder Tabletten erreicht werden. 

Bei bevorzugten Verwendungen nach einer der erfindungsgemMBen Verwen- 
dungsformen ist Phyllanthus ausgewahlt aus einzelnen Mitgliedern der Familie 
20 Phyllanthus, aus der Gruppe Phyllanthus amarus, Phyllanthus niruri, Phyllanthus 
emblica, Phyllanthus urinaria, Phyllanthus myrtifolius Moon, Phyllanthus ma- 
deras pratensis und/oder Phyllanthus ussuriensis. 

In den erfindungsgemaBen Verwendungen konnen Blatter, Rinde, Bluten, Samen, 
25 Friichte, Stengel, Aste, Stamm, Wurzel und/oder Holz von Phyllanthus verwendet 
werden, vorzugsweise die Herba-Droge, d.h. alle oberirdischen Teile der Pflanze. 
Dabei kann die Verwendung von Phyllanthus in zerkleinerter Form und/oder in 
unverSnderter Form, d.h. als ganzes Blatt, als Granulat, Pulver, Prazipitat, Extrakt, 
getrockneter Extrakt und /oder Exsudat erfolgen, wobei Extrakte oder getrocknete 
30 Extrakte bevorzugt sind. 
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Die Herstellung von Phyllanthus zur erfindungsgemaBen Verwendung umfaBt die 
Herstellung von Phyllanthuspulver oder -granulat aus einem der vorgenannten 
Pflanzenteile, Extraktion aus Pflanzen, zerkleinerten Pflanzenteilen, Pulvern, so- 
wie auch an bereits vorher mit anderen Losungsmitteln behandelten Resten mit 
Hexan, Wasser, Methanol und/oder anderen Alkoholen. Dazu gehoren auch Fil- 
tration und Vakuum-Evaporation, um einen getrockneten Extrakt zu erhalten. Ei- 
ne weitere Methode umfaBt die mehrphasige Extraktion mit wafirigen und/oder 
alkoholischen und/oder polaren Losungsmitteln. Ublich ist auch die Filtration, 
beispielsweise durch Zellulosefilter, die Prazipitation, vorzugsweise mit Hilfe von 
Ethanol, oder die Trennung durch Ultrazentrifugation sowie eine Mazeration. Da- 
bei kann stets bei erhohten oder emiedrigten Temperaturen gearbeitet werden. 

Besonders bevorzugt ist hier die Verwendung von Phyllanthus in Form eines wafi- 
rigen, lipophilen oder alkoholischen Extrakts, wobei der alkoholische Extrakt, 
vorzugsweise mit kurzkettigen (CI bis C4) primaren Alkoholen oder Mischungen 
davon, insbesondere Methanol oder Ethanol, durchgefiihrt wird, der lipophil mit 
C5-C10, verzweigt oder unverzweigt, kettigen Kohlenwasserstoffen, oder Mi- 
schungen davon, vor allem mit n-Hexan. 

Desweiteren eignen sich als Extraktionsmittel Essigsaureethylester oder entspre- 
chende organische Losungsmittel/Wasser-Mischungen, vorzugsweise Methanol- 
/Wassermischungen oder Ethanol-AVassermischungen. Ein geeignetes Extrakti- 
onsverfahren ist beispielsweise im U.S. Patent No. 4,673,575 oder U.S. Patent No. 
4,937,074 offenbart. 

Phyllanthus wird bei erfindungsgemaBen Verwendungen bevorzugt in Form eines 
oder mehrerer Heilmittel (s. Romp, Lexikon Chemie, Version 1.4), wie einer Infii- 
sionslosung, Injektionslosung, Tablette, eines Granulats, einer Salbe, einer Heil- 
packung, Klysmen und/oder in Form eines oder mehrerer Lebensmittel- 
/Nahrungserganzungsmittel eingesetzt. Damit umfafit sind die ublichen medizini- 
schen und therapeutischen Anwendungen und insbesondere auch die als Nah- 
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rungserganzungsmittel, wobei hier zur Prophylaxe und auch als fiinktionelles An- 
tioxidans Phyllanthus als naturlicher und ungefahrlicher Zusatz zu Nahrungsmit- 
teln verwendet werden kann und dabei auch praventiv die genannten therapeuti- 
schen und funktionellen Effekte zeigt. 

Die Verwendung von Phyllanthus in den erfindungsgemaOen Verwendungen kann 
oral, topisch, und/oder parenteral erfolgen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird zusatzlich zu Phyllanthus noch ein 
oder mehrere andere Wirkstoffe und/oder geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe 
verwendet. Unter dem Begriff Wirkstoff werden im Sinne dieser Erfindung thera- 
peutisch wirksame Stoffe wie z.B. Vitamin C oder Tocopherole, insbesondere a- 
Tocopherol, verstanden, die als Antioxidantien oder als Wirkstoffe gegen oxidati- 
ven StreC bekannt sind, sowie z.B. entzundungshemmende Stoffe. Damit umfaBt 
sind damit auch sog. Kombipraparate mit Phyllanthus. Dabei ist insbesondere 
auch zu beachten, daB die erfindungsgemaBen Verwendungen keineswegs nur auf 
jeweils eine Form, Fraktion oder isolierten Wirkstoff von Phyllanthus beschrankt 
sind, bei einer Verwendung auch mehrere verschiedene Formen und/oder Fraktio- 
nen und/oder isolierten Wirkstoff von Phyllanthus verwendet werden konnen. 

Unter Hilfs- und Zusatzstoffen versteht man im Sinne dieser Erfindung Stoffe, die 
bekanntermaBen fur therapeutische Anwendungen oder als Anwendung zur Nah- 
rungserganzungsmittel hinzugefugt werden, urn einen entsprechenden Einsatz zu 
erlauben oder erleichtern, so z.B. Adjuvantien, Spreng- und Gleitmittel, Filllstof- 
fe, Puffer, Konservierungsmittel, Stabilisatoren etc.. 

Die folgenden Beispiele und Figuren sollen die Erfindung naher beschreiben, oh- 
ne sie zu beschranken. Darin zeigt: 
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Fieur 1 die Ergebnisse von Radikalfanger-Versuchen mit l,l-Diphenyl-2- 

picrylhydrazyl (DPPH) und den erfindungsgemSBen Phyllanthus- 
extrakten; 

Figur 2 die Ergebnisse von Radikalfanger-Versuchen mit DPPH und Vit- 

5 amin C als Vergleich; 

Figur 3 die Ergebnisse von Radikalfanger-Versuchen mit DPPH und a- 

Tocopherol als Vergleich; 

Figur 4 die Ergebnisse von Radikalfanger-Versuchen mit 3-[4,5-Dimethyl- 

thiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromid (MTT) und den er- 
10 findungsgemafien Phyllanthusextrakten; 

Figur 5 die Ergebnisse von Radikalfanger-Versuchen mit MTT und Vit- 

amin C als Vergleich; 

Fi gur 6 die Ergebnisse von Radikalfanger-Versuchen mit Cytochrom und 

den erfindungsgemaBen Phyllanthusextrakten; 
15 Figur 7 die Ergebnisse von Radikalfanger-Versuchen mit Cytochrom und 

Vitamin C als Vergleich; 

Figur 8 die Ergebnisse von Radikalfanger-Versuchen mit Natrium-3'[I- 

[(phenylamino)-carbonyl]-3,4-tetra2olium]-bis(4-methoxy-6-nitro)- 
benzen-sulfonsaurehydrat/Phenanzin methosulfat (XTT/PMS) und 
20 den erfindungsgemaBen Phyllanthusextrakten; 

Figur 9 die Ergebnisse von Radikalfanger-Versuchen mit XTT/PMS und 

Vitamin C als Vergleich; 

Figur lOa-c die Wirkung von Phyllanthusextrakten auf Leberzellen (Hepato- 
zyten); 

25 Figur 1 1 die inhibierende Wirkung von Phyllanthusextrakten auf die LPS- 
induzierte Expression der NOS anhand der reduzierten NO Pro- 
duktion; 

Figur 12 die inhibierende Wirkung eines Ethanol/Wasser-Extraktes von 
Phyllanthus auf die LPS-induzierte iNOS Expression; 
30 Figur 13 die inhibierende Wirkung eines Hexan-Extraktes von Phyllanthus 
auf die LPS-induzierte COX-2 Expression; und 
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Figur 14 die inhibierende Wirkung eines EthanolAVasser-Extraktes von 
Phyllanthus auf die LPS-induzierte COX-2 Expression; 

5 Beispiel 1: 

Herstellung eines erfindungsgemaBen getrockneten Extraktes 
(Fraktion 1; Lot-No.: 981 OH) 

2 kg der Herba-Droge eines in Madras, Indien kultivierten Phyllanthus amarus 
10 wurde zu 450 g Pulver verarbeitet. Diese 450 g Pulver wurden fur 12 h mit 3 1 
destilliertem n-Hexan in einem Soxhlet Apparat extrahiert. Nach Filtration und 
Vakuumevaporation wurden 25 g getrockneter n-Hexan-Extrakt gewonnen, des- 
sen Hauptbestandteile lipophile Lignane, Sterole und Pigmente waren. Der Ex- 
trakt war eine grau-braune Paste, die in Wasser und Methanol unloslich und in 
15 Ethyl- Acetat loslich war. 

Beispiel 2: 

Herstellung eines getrockneten Methanol-Extraktes 
20 (Fraktion 2; Lot-No.: 9810M) 

Der Rest des n-Hexan unloslichen Pflanzenriickstands aus Beispiel 1 wurde 24 h 
sukzessive mit 3 1 destilliertem Methanol in einem Soxhlet-Apparat extrahiert. 
Nach Filtration und Vakuumevaporation wurden 50 g getrockneter Methanol- 
25 Extrakt gewonnen. Die Hauptbestandteile sind Flavonoide, oligomere Gallotanni- 
ne und Phenolcarbonsauren. Das dunkelbraune Pulver war unloslich in Wasser 
und fast komplett in Methanol loslich. 

30 



WO 00/66134 



PCT/EP00/03869 



- 13 - 

Beispiel 3: 

Herstellung eines wassrigen Uberstandes 
(Fraktion 3; Lot-No.: 9810Ws) 

5 Der nach Methanolextraktion (s. Beispiel 2) zuriickbleibende methanolunlosliche 
Pflanzenrest (ca. 375 g) wurde mit 2,5 1 destilliertem Wasser heifi infiindiert und 
dann uber 12 h kalt mazeriert (+4° C). Nach Filtration des warmen Wassserex- 
traktes wurden 2,5 1 Ethanols (100 % (=1:1)) tropfchenweise hinzugefugt, um ein 
Prazipitat der hochmolekularen Disaccharide und Glykoproteine zu erreichen, die 
10 durch Ultrazentrifugation bei 7500 rpm getrennt wurden. Die lyophilisierte iiber- 
stehende Phase ergab 15 g Trockenmaterial. Hauptbestandteile waren oligomere 
Gallotannine und andere wasserlosliche Polymere. Ergebnis war ein rot-braunes 
Pulver, das in Wasser loslich und unloslich in organischen Ldsungsmittel war. 

15 

Beispiel 4: 

Herstellung eines Wasserprazipitats 
(Fraktion 4; Lot-No.: 9810pp) 

20 Die Ethanol-prazipitierten und zentrifugierten polymeren Anteile gem. Beispiel 3 
wurden in heiBem Wasser gelost und lyophilisiert. Ausgehend von 450 g rohem 
Pulvers werden 5 g Extrakt gewonnen. Hauptbestandteile sind hochmolekulare 
Polysaccharide und Glykoproteine. Das entstehende Produkt war ein braunes Pul- 
ver, dafi in Wasser unloslich war. 

25 

Beispiel 5: 

Herstellung eines chlorophyllfreien Methanol-Rohextraktes 
(Fraktion 5; Lot-No.: 9901Mcf; PI 159) 
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100 g Phyllanthuspulver aus der Herba-Droge wurden mit 500 ml destilliertem 
Methanol in einem Soxhlet-Apparat fur 12 h extrahiert. Filtration und Vakuume- 
vaporation lieferte 15 g getrockneten Extrakt, der in 300 ml einer Mischung aus 
destilliertem Wasser und Methanol im Verhaltnis 1:1 heiB aufgelost wurde. Die 
5 Losung wurde auf einem Wasserbad von 80°C unter gelegentlichem Umriihren 
auf das halbe Volumen reduziert. Das olige Prazipitat wurde durch HeiBfiltration 
(80°C) durch Zellulosepapier entfernt. Zum Filtrat wurde heiBes destilliertes Was- 
ser (80°C) zugegeben und bis 300 ml aufgefiillt und danach erneut filtriert. Lyo- 
philisation des Filtrats ergab ca. 10 g getrockneten Methanolextrakt. Dieser hatte 
10 das Aussehen einer braunen Paste und war in Methanol loslich. 

Beispiel 6: 

Herstellung eines chlorophyllfreien Wasserextraktes 
15 (Fraktion 6; Lot-No.: 9901 Wcf) 

50 g Phyllanthus-Pulver aus der Herba-Droge wurden 1 h mit 500 ml destilliertem 
Wasser auf einem Wasserbad von 80-100° C unter gelegentlichem Ruhren ausge- 
kocht. Die heiBe Losung wurde durch ein Zellulosepapier gefiltert. Zu dem Filtrat 

20 (ca. 400 ml) wurden 100 ml destilliertes Methanol hinzugefiigt. Die Mixtur wurde 
unter gelegentlichem Ruhren auf einem Wasserbad von 80°C auf das halbe Vo- 
lumen evaporiert. Das olige Prazipitat wurde durch heiBe Filtration (80°C) durch 
Zellulosepapier abgetrennt. Lyophilisieren des Filtrats ergab 3g getrockneten 
Wasserextraktes. Dieser Extrakt war ein rot-braunes Pulver, das in Methanol los- 

25 lich war. 



30 



Beispiel 7: 

Radikalfangerversuch mit DPPH 
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7 verschiedene Konzentrationen eines erfindungsgemaBen Extraktes genannt P 
11599 gem. Beispiel 5 wurden in einem Radikalfangerversuch auf ihre Fahigkeit 
zum Abfangen von Radikalen untersucht. Dazu wurde der Farbumschlag zwi- 
schen einem stabilen Radikal DPPH (l,l-Diphenyl-2-picry!hydrazyl) und dem 
5 zugehorigen Nicht-Radikal l,l-Diphenyl-2-picrylhydrazin bei 515 nm gemessen. 
Dabei wurden die Testsubstanzen in DMSO in Verdiinnungsreihen und Doppel- 
bestimmungen mit einer DPPH-Losung in Methanol iiber 30 min bei 37°C inku- 
biert und der Farbumschlag gemessen. Aus den Ergebnissen wurde der SC50- 
Wert bestimmt, die Konzentration an Probe, bei der 50% der DPPH-Radikale ab- 

10 gefangen werden. DMSO wurde als negative und Ascorbinsaure als positive 
Kontrolle verwendet und - wie auch a-Tocopherol - vermessen. Als SC50-Werte 
wurden 6,2 ng/ml fur PI 1599, 10 nM fur Ascorbinsaure, und 18 jiM fur a- 
Tocopherol (s. Abb. 1 - 3) bestimmt. Wie man den Kurven und Ergebnissen ent- 
nehmen kann, war PI 1599 ein besserer Radikalfanger als a-Tocopherol und der 

15 Ascorbinsaure ebenbiirtig. 

Beispiel 8: 

Radikalfangerversuch mit MTT 

20 

MTT (3-[4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl]2,5-diphenyl-tetrazolium-bromid) wurde in 
einer Konzentration von 10,6 mM 1 h bei 37°C mit verschiedenen Konzentratio- 
nen eines erfindungsgemaBen Extrakts PI 1599 gem. Beispiel 5 bzw. mit Ascor- 
binsaure als Referenz inkubiert und die Anderung der Absorption durch die Wir- 
25 kung der Proben photometrisch bestimmt. Als Ergebnis ist eine auBerordentlich 
hohes antioxidatives Potential von PI 1599 festzustellen, das dem des relativ star- 
ken Reduktionsmittels Ascorbinsaure ahnelt (s. Abb. 4 und 5). 

30 Beispiel 9: 

Radikalfangerversuch mit Cytochrom c 
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Cytochrom c wurde in einer Konzentration von 150 \xM 0,5 h bei 37°C mit ver- 
schiedenen Konzentrationen eines erfindungsgemaBen Extrakts PI 1599 gem. Bei- 
spiel 5 bzw. mit Ascorbinsaure als Referenz inkubiert und die Anderung der Ab- 
5 sorption durch die Wirkung der Proben photometrisch bestimmt. Als Ergebnis ist 
eine auBerordentlich hohes antioxidatives Potential von PI 1599 festzustellen, das 
dem des relativ starken Reduktionsmittels Ascorbinsaure &hnelt (s. Abb. 6 und 7). 

10 Beispiel 10: 

Radikalfangerversuch mit XTT/PMS 

XTT/PMS (Natrium 3 < [I-[(phenylamino)-carbonyl]-3,4-tetrazolium]-bis(4- 
methoxy-6-nitro)benzen-sulfonsaurehydrat/Phenailzin methosulfat) wurde in einer 

15 Konzentration von 500 ^M/0,2 I) 1 h bei 37°C mit verschiedenen Konzentratio- 
nen eines erfindungsgemaBen Extrakts PI 1599 gem. Beispiel 5 bzw. mit Ascor- 
binsaure als Referenz inkubiert und die Anderung der Absorption durch die Wir- 
kung der Proben photometrisch bestimmt. Als Ergebnis ist ein auBerordentlich 
hohes antioxidatives Potential von PI 1599 festzustellen, das dem des relativ star- 

20 ken Reduktionsmittels Ascorbinsaure ahnelt (s. Abb. 8 und 9). 

Beispiel 1 1 : 

Messung der cytotoxischen Wirkung und EinfluB auf Reduktionskapazitat der 
25 Zellen 

GemaB Versuchsprotokoll von Gebhardt R. (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 
144, 279-286 wurde an kultivierten Rattenhepatozyten die cytotoxische Wirkung 
eines erfindungsgemaBen Extrakts PI 1599 gem. Beispiel 5 in verschiedenen Kon- 
30 zentrationen getestet. Dabei war - gemessen tiber die MTT-Absorption [%] - bis 
zu einer Konzentration von 1 mg/ml keine cytotoxische Wirkung auf Hepatozyten 
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nachweisbar (Abb. 10). Als weiteres uberraschendes Ergebnis zeigt diese Experi- 
ment durch den Anstieg der Kurve, daB unter der Wirkung des erfindungsgema- 
flen Extraktes sogar die reduktive Kapazitat der Zellen zunimmt, was einer Erho- 
hung der Reduktionskapazitat zur Erhaltung des Glutathion-Spiegels entspricht 
5 (Abb. 10). 

Beispiel 12: 

Messung der Verringerung der Smooth-Muscle-alpha-Aktin (SMA) Expression 

10 

Es wurden ruhende hepatische Sternzellen aus einer Rattenleber durch Perfusion 
der Rattenleber in situ mittels Kollagenase undPronase gewonnen. Aus der resul- 
tierenden Zellsuspension wurden die hepatischen Sternzellen (HSC) uber einen 
Dichtegradienten mit Nycodenz™ gereinigt. AnschlieBend wurden die isolierten 

15 HSC in Zellkultur genommen (ruhender, nicht aktivierter Phanotyp). Unter Stan- 
dard-Kultivierungsbedingungen in Nahrkulturmedium (DMEM, 18 % fotales 
Kalberserum, herkommlich zu beziehen bei Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
findet eine spontane Aktivierung der HSC (aktivierter Phanotyp) statt. Zur weite- 
ren Aktivierung wurden die HSC in Zellkultur passagiert. Diese Zellen wurden 

20 morphologisch und immun-histochemisch als myofibroblastische HSC charakteri- 
siert. 

Fur die Durchfuhrung der eigentlichen Testreihen wurden dem Nahrkulturmedium 
der aktivierten HSC erfindungsgemaBe Phyllanthusextrakte (25 % Ethanol LAT- 

25 Nr. 02700514, 50 % Ethanol LAT-Nr. 0271614, 75 % Ethanol LAT-Nr. 0272514) 
gelost in DMSO in Konzentrationen von 20 ^g/ml, 60 ^ig/ml und 200 |ig/ml zuge- 
setzt. AnschlieBend wurden die behandelten HSC fur vier Tage in Nahrkulturme- 
dium inkubiert. Nach der Ernte der HSC wurde nach herkommlichen Verfahren 
gesamtzellulSre RNA isoliert, deren Konzentration und Quality spektrophotome- 

30 trisch und mittels Agarose-Gelelektrophorese bestimmt. Der Nachweis der Ex- 



WO 00/66134 



PCT/EPOO/03869 



- 18- 

pression der SMA mRNA erfolgte mittels dem im Stand der Technik bekannten 
Northernblot-Verfahren. 

Bei alien getesteten Phyllanthusextrakten fiihrte der Zusatz von 200 jig/ml zu ei- 
5 ner deutlichen Inhibition des Wachstums der HSC in Zellkultur und einer wesent- 
lich geringeren Menge an isolierter gesamtzellularer RNA. Im Northernblot wurde 
eine ebenfalls deutliche Reduktion der Expression der SMA mRNA beobachtet, 
die sich bei Verwendung des 50 % Ethanolextraktes bereits bei einer Konzentrati- 
on von 60 \ig/m\ zeigte. 

10 

Beispiel 13: 

Messung der Verringerung der Expression der LPS-induzierten Stickstoffinon- 
oxid-Synthase (NOS), des induzierten NOS Proteins (iNOS) und des Cyclooxy- 
15 genase (COX-2) Proteins 

Fur die Messung der Stickstoffmonoxid (NO) Produktion, welche durch NOS 
erfolgt, wurden Makrophagen verwendet, die in RPMI Nahrkulturmedium mit 10 
% fotalem Kalberserum (herkommlich zu beziehen bei Sigma, Deisenhofen, 
20 Deutschland) inkubiert wurden. Die Zellen wurden anschlieBend mit LPS (1 
jig/ml) stimuliert und fur 24 h mit oder zur Kontrolle ohne Phyllanthusextrakte 
inkubiert. Die NO Konzentration wurde mittels Griess Assay (Kiemer, A. und 
Vollmar, A. (1998), J. Biol. Chem. 273(22): 13444- 13451) bestimmt. 

25 Bei den getesteten Phyllanthusextrakten reduzierten vor allem ein Hexanextrakt 
(LAT-Nr. 01600514) bereits in einer Konzentration von 12,5 ng/ml und ein Etha- 
nol/Wasser Extrakt (LAT-Nr. 00690514) in einer Konzentration von 250 ng/ml 
wirksam die NO Produktion. Eine Reduktion der LPS-induzierten iNOS und 
COX-2 Proteinexpression wurde bei Konzentrationen von 125 \x§/m\ Hexanex- 

30 trakt und Ethanol/Wasser Extrakt festgestellt (Abb. 11-14). 
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Patentanspriiche 

1. Verwendung von Phyllanthus zur Prevention oder Behandlung von Bindege- 
websvermehrungen, vorzugsweise einer Fibrose und/oder einer Zirrhose, be- 

5 sonders bevorzugt einer Leberfibrose und/oder einer Leberzirrhose. 

2. Verwendung von Phyllanthus zur Erhaltung des Spiegels an reduziertem 
Glutathion. 

10 3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Ex- 
pression von Smooth-Muscle-alpha-Aktin (SMA) und/oder Glial Fibrillary 
Acridic Protein (GFAP) mRNA verringert wird. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Ex- 
15 pression von SMA und/oder GFAP Protein verringert wird. 

5. Verwendung gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Reduktion der SMA und/oder GFAP Expression in hepatischen Stern- 
zellen (HSC) erfolgt. 

20 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB aktivierte HSC 
in nicht-aktivierte HSC uberfiihrt werden. 

7. Verwendung von Phyllanthus zur Inhibierung der Lipopolysaccharid (LPS)- 
25 induzierten Stickstoffinonoxid-Synthetase (NOS). 

8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Expression 
des induzierten NOS Proteins (iNOS) inhibiert wird. 

30 9. Verwendung von Phyllanthus zur Inhibierung der Expression des Cyclooxy- 
genase (COX-2) Proteins. 
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10. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine aus Phyllanthus isolierte Fraktion verwendet wird. 

5 11. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine oder mehrere aus Phyllanthus isolierte chemische Substanzen, insbe- 
sondere Wirkstoffe, verwendet werden: 

12. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
10 daB Phyllanthus ausgewahlt ist aus der Gruppe Phyllanthus amarus, Phyllan- 
thus niruri, Phyllanthus emblica, Phyllanthus urinaria, Phyllanthus myrtifolius 
Moon, Phyllanthus maderas pratensis und/oder Phyllanthus ussuriensis. 

13. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
15 daB Blatter, Rinde, Bliiten, Samen, Friichte, Stengel, Aste, Stamm, Wurzel 

und/oder Holz von Phyllanthus, vorzugsweise die Herba-Droge, verwendet 
werden. 

14. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
20 daB Phyllanthus in zerkleinerter Form und/oder in unveranderter Form als 

Granulat, Pulver, Prazipitat, Extrakt, getrockneter Extrakt und/oder Exsudat 
eingesetzt wird, vorzugsweise als Extrakt oder getrockneter Extrakt. 

15. Verwendung gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB ein wassriger, 
25 unpolarer, vorzugsweise mit C5-C10, verzweigt oder unverzweigt, -kettigen 

Kohlenwasserstoffen, oder Mischungen davon, vor allem mit n-Hexan , 
und/oder alkoholischer Extrakt, vorzugsweise mit kurzkettigen (CI - C4) pri- 
maren Alkoholen oder Mischungen davon, insbesondere Methanol oder Etha- 
nol, verwendet wird. 

30 
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16. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, 
daD die Anwendung in Form einer Infusionslosung, Injektionslosung, Tablet- 
te, Granulats, Salbe, Klysmen, Heilpackung und/oder Nahrungserganzungs- 
mittel erfolgt. 

17. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Anwendung oral, topisch und/oder parenteral erfolgt. 

18. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, 
daB zusatzlich zu Phyllanthus andere Wirkstoffe verwendet werden und/oder 
gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe. 



19. Verwendung gemaB Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB Ascorbinsau- 
re und/oder Tocopherole verwendet werden. 



WO 00/66134 



PCT/EPOO/03869 



1/14 



Abb.l 



P 1 1599 mit DPPH (100/jM) IC 5 o 6.5^g/ml 
Rank 3 Eqn 8013 y= a+b/(1 + (x/c) d ) [LogisticDoseRsp] 
r 2 = 0.991940702 DFAdjr 2 = 0.981194971 FitStdErr= 4.97286125 

Fstat= 164.107048 
a= 3.3920845 b= 95.162635 c= 6.3208629 d= -2.2983806 
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Abb. 2 



Vitamin C mit DPPH (100/jM) IC50 10.2jL/m 

Rank 3 Eqn 8013 y= a + b/(1 +(x/c) d ) [LogisticDoseRsp] 
r 2 = 0.998362066 DF Adj r 2 = 0.991810332 FitStdErr= 2.60557098 

Fstat= 406.350233 
a= 7.472315 b= 96.232531 c= 10.862133 d= -2.3489687 
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Abb. 3 



Radikalfangertaktivitat von a-Tocopherol 
Rank 1 Eqn 8013 y= a+b/(1 + (x/c) d ) [LogisticDoseRsp] 
r 2 = 0.995956771 DFAdj r 2 = 0.990565799 FitStdErr= 2.671 1 1068 

Fstat=328.4361 

a = 2.4042873 b= 123.6743 c= 33.161454 d= -0.75669611 
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Abb. 4 



r2_ 



P1 1599 mit MTT(10.6mM) 1h 
Rank 3 Eqn 8010 y= a+bx c [Power] 
0.998714918 DF Adj r 2 = 0.997751 1 04 FitStd Err = 0.0125040889 

Fstat= 194289876 
a = -0.030024932 b= 0.036187935 c= 0.51994218 
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Abb. 5 



Vitamin C mitMTT(10.6mM) 1h 
Rankl Eqn 8010 y= a +bx c [Power] 
r 2 = 0.999859939 DF Adj r 2 = 0.999754894 FitStdErr= 0.00833854772 

Fstat= 17846.9089 
3= 0.027324179 b= 0.0032966427 c= 1.0069804 
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Abb.6 



P 1 1599 mit Cytochrome C (150jl/M) 30min 

Rank 2 Eqn 35 lny= a+b/lhx 
r 2 = 0.983965844 Df Adj r 2 = 0.891580322 FitStdErr= 0.0308790931 

Fstat= 891.682847 
c a= 0.91402582 b=- 5.3078461 
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Abb.7 



Vitamin C mit Cytochrome C (150/jM) 30min 

Rank 1 Eqn 8002 y= a + bexp(-x/c) [Exponential] 
r 2 = 0.999335012 DF Adj r 2 = 0.898838022 FitStdErr= 0.01 14785928 

Fstat= 3762.63079 
a= 0.87422937 b= -0.98334934 c= 38.68277 
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Abb. 8 



P 11599 mitXTT/PMS (500/jM/0.21^M) 1h 

Rank 1 Eqn 8010 y= a+bx c [Power] 
r 2 = 0.996805758 DF Adj r?= 0.884060076 FitStdErr= 0.0053453386 

Fstat= 734.041461 
a= 0.13949553 b= 0.044996878 c= 0.28030393 

0.45 -i 1 1 1 1 1 1 , . 
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Abb.9 



1.25 



Vitamin C mit XTT/PMS (500/jM/0.21jl/M) In 

Rank 2 Eqn 8010 y= a+bx c [Power] 
r 2 = 0.8959999 DF Adj r 2 = 0.992999828 FitStdErr= 0.0243739861 

Fstat= 622.484431 
a= 0.15750094 b= 0.012153826 c= 0.72435484 
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Abb. 10a 




Cytotoxische Wirkung 
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100 

Konzentration (/jg/ml) 



1000 



o 



120-i 
100- 
80- 
60- 
40- 
20- 
0- 



Abb.lOc 



Cholesterin 
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